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緒言 
 
 プロスタサイクリンはVaneらにより 1976 年に強力な血小板凝集
抑制物質として発見され(1)、種々の誘導体が非臨床試験および臨床試
験で評価を受け、血管拡張作用および抗血小板凝集作用より種々の
疾患治療に利用されている（2）。特に、この生理活性物質は血管内皮
細胞由来で血小板凝集を抑えることにより、慢性動脈閉塞症に伴う
潰瘍、疼痛および冷感の改善や原発性肺高血圧症の治療に使用され
ている。経口投与においてμgオーダーで効果が認められるが、体内
での代謝が早いことから持続静注にて投与される場合もある。 
プロスタサイクリンは、in vitroにおいて酸性および中性水溶液で
は化学的に不安定であり、その生物学的活性を失う。このことはス
ケールアップや製剤の安定性の上では大きな欠点とされてきた。そ
の欠点を克服することを目的として、化学的に安定なプロスタサイ
クリン誘導体（CS－570）が合成された（3）。CS－570 の 1000 μg/ml
の中性およびアルカリ性溶液（pH6.5～9.5）では、40℃および 50℃
の条件において 16 週間保存によりほとんど分解しなかった（4）。本
剤は、体外循環時の血小板保護作用についても有用性が認められ、
血液保存剤としての検討もなされている。 
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血小板凝集を伴う血栓を抑える試みは急性心筋梗塞や狭心症治療
においても重要である。特に急性心筋梗塞の場合には、薬剤投与に
て血栓を溶解させる血栓溶解療法や詰まった血管に対してカテーテ
ルを使用して外科的に広げる冠インターベンション(Percutaneous 
Coronary Intervention :PCI)法が使用されている(5)―(7)。後者は血管
の詰まった部分でカテーテルを膨らませるバルーンカテーテル法や
バルーンで広げた部位にステント（金属製の網状筒）を留置し再狭
窄を防ぐ方法などである。また、ステント中に細胞増殖を抑える薬
剤を加えることで血管への直接作用により血管の再狭窄を抑制でき
たという報告(8)―(14)がなされ、薬剤を徐放化するステントが治療の中
心となってきている。一方で、PCI治療では外科的な処置により血管
に大きな負担がかかるため、PCI治療自体によって血栓が生じやすい
状態となり、病変部位の治療に成功しても、末梢への血流が低下す
る現象がみられる。これはバルーンやステントで病変部位を拡張す
ると、圧迫された赤色血栓、血小板の凝集塊が末梢に流れるためと
報告されている(15)。 
カテーテルやステントの基材に抗血栓性を持たせる試みもなされ
ている。ポリ 2-メトキシエチルアクリエート（PMEA）は血小板、
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白血球等血液成分や蛋白成分が脱離しやすい基材であり、基材中の
中間水（－40℃付近で低温結晶化する水）がその役目を担っている
との報告もある(16)。また、抗凝固剤へパリンや血栓溶解剤ウロキナ
ーゼを化学的に結合させたカテーテルも販売されている(17)。 
 
著者は薬剤を徐放化させるステントの開発を目的に、微量で効果
を示すプロスタサイクリンアナログであるCS－570をシリコンに貯
留させた抗血栓材料の検討を行った。抗血栓剤をステントから徐放
化することで、PCI 治療のデメリットである病変部位における血栓
生成を抑える可能性を含んでいる。また、現在市販されている薬剤
貯留ステント（Drug Eluting Stent）は、徐放化の詳細な検討は行
われておらず、薬剤の効果と臨床効果との相関の議論はなされてい
ない。本研究では、まず CS－570 の物理化学的諸性質を検討したう
えでシリコン内の CS－570 拡散速度を求めた。さらにシリコン内に
含浸させた CS－570 の放出速度を理論的に推定し、実測値と比較し
た。最後に、得られた抗血栓医用材料の in situ における抗血栓性評
価を行い、有用性を検討した。 
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第１章 CS－570 の物理化学的性質  
 CS－570 の物理化学的性質（非イオン体の溶解度および酸解離定
数）を求めた。また、中性以上では可溶化が認められ溶解度への影
響が考えられるため、表面張力を測定し臨界ミセル濃度を求めるこ
ととした。 
１．結果 
(1)溶解度および溶解度 pH プロファイル 
 溶解度測定が塩析効果の影響を受けない実験条件として、25℃に
て塩濃度を 0.05M 以下に設定した。水および 0.01M リン酸水溶液に
塩酸を加えてpHを調整した溶液におけるpHと溶解度の対数をプロ
ットすると図１となった。水と 0.05M リン酸水溶液のどちらを用い
た場合でも同様に溶解度は pH に依存するプロファイルを示した。
イオン解離が無視可能な pH3 以下の領域における溶解度から CS－
570 非イオン体の水に対する溶解度として 4.33 μg/ml（1.02× 
10-５ M）が求められた。 
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Figure 1  Plot of solubility versus pH． 
 
 
 (2)CS－570 溶解度の pH プロファイルと解離定数 
 求められた溶解度と pH の関係から pKa を求めることとした。 
一般に解離は、 
      AH ⇄   A- ＋ H+           式１ 
      Ka ＝ 「A-」「H+」／「AH」        式２ 
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と表せるが、ここで｢AH｣をCS－570 非イオン体、「A-」をイオン化
したCS－570 をする。「AH」をCS－570 非イオン体の溶解度Soとす
ると 
      Ka ＝ 「A-」「H+」／So          式３ 
 
飽和溶液の濃度 S は So とイオン化した CS－570 の濃度の和である
から、  
      S ＝ So ＋ 「A-」 
        ＝ So ＋ KaSo／「H+」        式４ 
 
対数変換すると 
      log（S/So－１） ＝ pH － pKa     式５ 
 
 log（S/So－１）を pH に対してプロットし、log(S/So－1)が 0 で
ある pH 値が pKa 値となる。 
 
 上記データを利用して、式５に当てはめプロットしたところ、図 2
が得られた。傾きは 0.938 とほぼ１となり、pH＝０におけるlog（S/So
－1）からpKaは 4.64（Ka＝2.29×10-5M）が求められた(Y=0.938
－4.64x)。 
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Figure 2 Plot of log(S/So-1) versus pH. 
 
 
(3)臨界ミセル濃度 
 pH が 8.0 を越すと、CS－570 の溶解度は S から予測される値を
大きく超えたことから、ミセル形成の可能性が示唆された。この現
象を検討するため、臨界ミセル濃度（CMC）を求めた。 
図 3 には pH8.0 における各濃度の CS－570 水溶液の表面張力を示
す。 
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Figure 3 Surface tension of the prostacyclin analogue in aqueous 
solution at 25.0°C. 
 
プロットを結んだ曲線の変曲点より、logCは－1.3 であり、CMC
は 1.2×10-3 M(0.050%、0.50mg/ml)と算出された。 
 式４に以下の数値を代入して溶解度 S が CMC に到達する pH を
求めると 6.7 となった。 
   CMC  ＝ 1.2×10-3 M 
   Ka   ＝ 2.29×10-5 M 
   So   ＝ 1.02×10-５ M(4.33μg/ml) 
 よって pH6.7 を越えなければ、溶解度が CMC を越えないためミ
セルは形成されず、pH6.7 までの溶解度プロファイルによる解離定
数の導出は妥当であると判断された。 
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２．考察 
CS－570 非イオン体の溶解度測定にあたり、CS－570 非イオン体
は酸性では不安定であるため、インキュベーションは 1 時間までと
した。溶解度のpHプロファイルから酸解離定数Kaは 2.29×   
10－5Mであることがわかり、中性およびアルカリ性溶液ではほとん
どのCS－570 がイオン化した状態であることが示された。また、非
イオン体の水溶液に対する溶解度は 4.33 μg/mlであることが示され
た。pHプロファイルを検討したところpH8 付近では、解離定数から
予想される以上の溶解度を示す現象が認められた。CS－570 は分子
内に疎水部位と親水部位を持っており界面活性作用の存在が推察さ
れることから、CS－570 は中性以上で溶解度が高い場合にはミセル
を形成しているものと考えられた。表面張力を測定することにより、
臨界ミセル濃度を求めたところ 1.2×10-3 M(0.50 μg/ml )となり、溶
解度とpHの関係からこの溶解度になるpHは 6.7 であることが明ら
かとなった。以上より、pH6.7 以下の環境においては、ミセルの形
成は起こらず、溶解度は解離平衡のみに依存することが示された。 
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第２章 CS－570 のシリコンフィルムからの放出 
 CS－570 のシリコンに対する溶解性を検討するため、シリコン／
水間の分配係数を求めた。次に、拡散セルを利用して、シリコンフ
ィルムに対する CS－570 の透過性を検討し、シリコン内の拡散定数
を求めた。最後に、シリコンフィルムからの放出挙動を検討し、理
論式と比較した。 
１．結果 
(1) シリコンフィルム／水間の CS－570 の分配係数 
分配係数 Pr は、シリコンへの CS－570 の溶解度を Ssi とすると、 
  Pr ＝ Ssi/So             式６ 
シリコンは疎水性であるため、シリコン中には CS－570 非イオン
体のみが分布すると考えられる。各 pH における水に対する溶解度
は式４で示される。式４を用いて、水中の非イオン体とイオンの全
濃度 S を含む式に書き換えると 
Pr = Ssi/Sw(f)  
= Ssi/(Sw/1+Ka[H+])    式 7 
となる。 
pH5.0 から 6.5 の範囲でシリコンフィルムと水間の CS－570 の分配
を平衡化させた後に、水中とシリコン中のCS－570濃度を測定した。
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図 4 左図は各 pH におけるシリコンおよび水中の CS－570 濃度の比
(Ssi/Sw)を、右図には式７を用いて求めたシリコン濃度と水中の CS
－570 非イオン体の濃度の比（Ssi/Sw(f)）をプロットした。水中の
CS-570 濃度の比は pH に依存して変化するのに対し、非イオン体の
濃度との比は pH に依存せずおよそ 200 であることが示された（分
配係数値）。このことから、シリコン内には CS－570 の非イオン体
のみが存在し、外部の水と平衡関係にあることが示唆された。また、
水に対する非イオン体の溶解度が 4.33μg/ml であることよりシリコ
ンには最大 866 μg/g の CS－570 が含有されることが示唆された。 
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Figure 4    Ssi/Sw and Ssi/Sw(f) Partition coefficient of the prostacyclin 
analogue in silicone/water. Each point represents the mean ± 
SE (n=4). 
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(2)CS－570 のシリコン膜の透過係数 
 ドナーの pH および濃度条件を設定して、レセプター濃度を経時
的に測定した（図 5、表 1）。レセプターの濃度上昇は条件に依存し
て経時的に上昇した。 
 物質が膜を通過する際の透過係数（J）は８式で示される。 
J ＝ DPaCd/l            式８ 
 
ここで D はシリコン膜中の拡散定数、Pa はシリコンフィルム中
の非イオン体濃度と水中の全濃度（イオンを含む）の間の見かけの
分配係数、Cd は膜を隔てた水溶液のフリー体の濃度差、l は膜の厚
さである。 
透過係数は水中の全濃度と相関せず、非イオン濃度と相関がみら
れた（図 6）。 
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Figure 5 Time-course of change of concentration in receptor     
cells（symbol legend shown in Table1）． 
 
 
 
R2 = 0.7673
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0 100 200 300 400 500 600
Cd(=Sw) (μg/ml)
J 
(μ
g/c
m
2 ・
ｈ
）
R2 = 0.9423
0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00
Sw(f)　（μg/ml)
J 
(μ
g/c
m
2 ・
h）
 
Figure 6  Plots of the prostacyclin analogue total concentration(Cd=Sw) 
and the unionized form concentration(Sw(f)) versus flux(J) R: Relative 
coefficient. 
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Table1 Flux and other parameters under different conditions 
    
Donor conc. 
(μg/ml) No Symbol 
Sw＝Cd Sw(f) 
pH
log（1＋Ka/[H+]）
 
J 
(μg/cm2ｈ） J/Cd (cm/h) 
log(J/Cd) 
 
1 ♦ 9.1  1.16 5.5 0.916  0.246 0.027 -1.57  
2 □ 6.18 0.26 6 1.378  0.102 0.0165 -1.78  
3 ▪ 8.54 0.36 6 1.378  0.068 0.008 -2.10  
4 × 9.19 0.59 5.8 1.189  0.080 0.0087 -2.06  
5 ▲ 47.3 0.51 6.6 1.965  0.176 0.0037 -2.43  
6 ＊ 52.7 1.77 6.1 1.475  0.402 0.0076 -2.12  
7 ● 485 4.19 6.7 2.064  0.654 0.0013 -2.87  
 
 
CS－570 非イオン体のシリコンフィルムと水間の分配係数 Pr を
用いて Pa は式９にて表される。 
 
Pa ＝ Pr/(１＋Ka/「H+」)      式９ 
 
式８に式９を挿入し、対数をとると 
log(J/Cd) ＝ log（DPr/ｌ）－log（１＋Ka/「H＋」） 式１０ 
 
式１０に従って拡散定数 D を求めた。 
 式１０に従って縦軸にlog(J/C)、横軸にlog(１＋Ka/「H+」)をプロ
ットした（図 7）。この結果、傾きは－0.954 とほぼ－１の傾きをも
った直線に乗ることが示され、切片は－0.720 となった。よってDPr/l
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が 0.191 となり、ｌ＝0.0125cm、Prは 200 であり、拡散定数Dは 
  D   ＝ 3.32×10-9 （cm2/s） 
となった。  
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Figure 7 Plot of log（J/Cd）versus log(1+Ka/H+). 
 
 
 
 
 
 
 
 (3)CS－570 含有シリコンフィルムからの放出 
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 図 8 には放出試験におけるシリコンフィルム中の CS－570 残存量
の時間推移を示す。放出 1 日後においても 1/3 程度が残存している
ことが示された。 
 膜の中に溶解して存在する薬物が膜の片側から放出される場合
の膜中の薬物残存率R[%]の経時変化は以下の式で表される。この式
は残存率 40％までに適用できる近似式として報告されている(18)。 
 
 R ＝ 1 － 200（Dt/πh２）1/2          式１１ 
 
ここで D は拡散定数、t は時間、h は膜の厚さである。 
 
 得られた拡散定数とフィルムの厚さ0.027 cmより各時間での残存
率を式 11 を用いて算出し、理論値としてグラフ内に曲線として示し
た。実測値は理論値とおおよそ一致する結果となった。 
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Figure 8 Profile of the remaining amount in the silicone sheet. 
Each point represents the mean ± SE (n=3). 
 
また、１週間後においても 10%が残存していることが示された。 
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２．考察 
 CS－570 のシリコンフィルムに対する溶解性やフィルム内の拡散
定数を求めた。シリコンフィルムに対する溶解性は CS－570 が疎水
性物質であることより 866 μg/g と高く、シリコン／水間の分配係数
は 200 という結果であった。シリコン中には非イオン体のみが分布
すると推定され、数週間の室温下で保存後も安定であることが示さ
れており、これは CS－570 の分解の主たる機構が加水分解であるた
めと考えられた。 
 拡散セルを利用し、シリコンフィルムに対するCS－570 の透過性
を検討した。Donor側のpHおよびCS－570 濃度を種々変化させた実
験を行い、Receptorの経時的サンプリングを行った。その結果、透
過性はCS－570 の全濃度に依存せず、全濃度とpHから見積もられた
CS－570 非イオン体の濃度に相関することがわかった。このことよ
り、CS－570 はシリコンフィルムを非イオン体としてのみ透過する
ことが示された。また、その拡散定数は 3.32×10-9 cm2/sであり、シ
リコンフィルムにて検討された他の薬剤とほぼ同様の結果であった
（19）。 
 この結果を踏まえ、600 μg/g 含有されたシリコンフィルムからの
 18
放出挙動を検討した。拡散律速に基づく Higuchi の放出速度式での
予測と概略一致する結果が得られた。また、１週間後においても 
１０％残存していることも放出が徐放化して行われていることを示
唆している。 
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第３章 in situ における抗血栓性評価 
  CS－570 含有シリコンについて、ラットの AV シャントを利用
して抗血栓性を評価した。 
１．結果 
  CS－570 含量の異なるシリコンフィルムを調製し、AV シャント
内での血栓付着を観測した。15 分間での付着血栓重量を、フィル
ム中の CS－570 濃度に対してプロットした（図 9）。血栓重量はシ
リコン中の CS－570 濃度の増加とともに減少した。特にフィルム
中の CS－570 濃度 70 μg/g 以上の濃度で有意に血栓重量が減少し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 9 Anti-thrombosis activity of silicone films containing the 
prostacyclin analogue in a rat AV-shunt model. Each point represents the 
mean ± SE (n=4-11). *p<0.05 and **p<0.01 vs. control.(Dunnett’s test). 
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  図 10 には、600 μg/g の CS－570 を含有したシリコンフィルムと
CS－570 を含有していないコントロールにおける付着物を倍率 50
倍および 2000 倍で観察した結果を示した。600 μg/g 含有フィルムに
はほとんど血栓が付着せず、2000 倍の写真のようにわずかに血小板
が付着しているのみであった。それに対し、コントロールには大き
な血栓が付着しており、2000 倍の写真では血小板ばかりではなく赤
血球やフィブリンの付着も認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
600μg/g control
0.2mm0.2mm
5μm 5μm
Figure 10 Electron microscopic observation of the surface of the silicone 
film after 15 min of AV shunt (Upper : ×50、Lower: ×2000) . 
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 ２．考察 
血栓の形成は、種々の因子が絡み合っている。高分子に血栓が形
成する場合、まず血漿タンパクが接触し、次に血小板が粘着し、凝
集、変形を起こす。その後、赤血球やフィブリン血栓が付着し、血
栓が形成される。抗血栓物質としては、凝固系を抑えるヘパリン、
形成したフィブリンを分解するウロキナーゼおよび血小板凝集を
抑制するプロスタサイクリンなどがある。プロスタサイクリンは血
栓形成の初期段階での抗血栓作用をもつと考えられる(1)。 
一方、高分子表面の性状と凝固系、補体系、血小板系との相互作
用の関係をみると、親水性表面では、凝固系、補体系が活性化され
やすく、血小板系はそれほど影響を受けない。それに対し、疎水性
表面では、凝固系、補体系は活性化を受けにくく、血小板系のみが
活性化される。このことより、疎水性表面をもつシリコンにプロス
タサイクリンを応用することによって良好な抗血栓材料が得られ
ると期待できる(20)―(23)。 
シリコンからの放出の検討を踏まえ調製した CS－570 含有シリ
コンについて、ラットの AV シャント中にシリコンフィルムを浮遊
させるというかなり苛酷な条件にて抗血栓性の評価を行った。コン
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トロールのシリコンフィルムにおいては、多量の血栓が付着してお
り、この条件が苛酷であることが示されている。CS－570 の含量
が増加すると血栓の付着量は段階的に減少し、70 μg/g 以上で有意
な減少が認められた。特に 600 μg/g 含有されたシリコンでは、血
栓付着による重量増加はほとんど認められなかった。 
コントロールとCS-570を 600 μg/g含有するシリコンにおける電
子顕微鏡写真をみると、大きな違いが認められた。コントロール群
では、血小板ばかりでなく、赤血球やフィビリンが血栓を形成して
いるのに対し、600μg/g 含有群ではわずかに血小板が付着している
のみであり、このような苛酷な状況においても血栓形成を抑制して
いることが明らかとなった。 
シリコン／水間の分配係数（200）から表面近傍のCS－570 濃度
を予測すると、シリコンフィルムが 70 μg/gのCS－570 を含有する
場合 350 ng/mlとなる。CS－570 のラットおよびヒトADP凝集抑
制作用(IC50)は、それぞれ 36 ng/ml、14 ng/mlであり、CS－570 ウ
サギアラキドン酸凝集抑制作用(IC50)は、65ng/mlであると報告さ
れている(3)。薬効が発現した濃度は今までのin vitro実験結果と 10
～25 倍の相違が認められる。これはAVシャントにおける不均一な
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血流の影響により実際の濃度が予測より低い可能性が考えられた。
また、今回の試験がかなり過酷な条件で行われていることより、効
果発現にin vitro実験よりも高い濃度を必要としていた可能性も考
えられた。 
シリコンシートからの放出試験より、CS－570 を 700μg/g 含有し
たシリコンでは、１週間後においても 70μg/g（10%）残存するこ
とから、抗血栓性を持続していると推察される。PCI 治療において
血栓が生じることによる事故は治療初期に懸念されるため、この持
続性は効果として十分と考えられる。 
以上より、CS－570 含有のシリコンは抗血栓性材料として有用で
あることが示された。 
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結語 
 
CS－570 非イオン体の溶解度は 4.33μg/ml（1.02×10－5M）を示
し、溶解度のpHプロファイルから酸解離定数Kaは 2.29×10－5Mで
あることが示された。 
 CS－570 のシリコンフィルムに対する溶解性を求めた。CS－570
が疎水性物質であることより 866 μg/g と高く、シリコン／水間の分
配係数は 200 であった。また、シリコン中には非イオン体のみが分
布すると推定された。 
拡散セルを利用し、シリコンフィルムに対するCS－570 の透過性
を検討した。透過速度はCS－570 の全濃度に依存せず、CS－570 非
イオン体の濃度に相関した。CS－570 はシリコンフィルムを非イオ
ン体としてのみ透過することが示され、その拡散定数は 3.32×10-9 
cm2/sであった。また、シリコンフィルムからの放出は拡散律速に基
づくHiguchiの放出速度式と概略一致する結果が得られ、１週間後で
も 10％残存していることが示された。  
CS－570 を含有したシリコンシートについてラットの AV シャン
トを利用して抗血栓性を評価した。CS－570 の含量の増加とともに
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血栓の付着量は減少し、70 μg/g 以上で有意な減少が認められた。 
シリコンシートからの放出試験において１週間後の残存率が 10%
であったことより、CS－570 の 700μg/g 含有されたシリコンでは、
１週間後においても 70 μg/g が保持されていると考えられ、抗血栓性
が持続していると推察される。PCI 治療において血栓が生じること
による事故は治療初期に懸念されるため、この持続性は効果として
十分と考えられる。 
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実験の部 
第１章 CS－570 の物理化学的性質 
１）プロスタサイクリンアナログ(CS－570) 
CS－570 は図 11 に示す分子量 426.57 のプロスタサイクリンアナ
ログであり、ナトリウム塩を用いた。 
 
 COONa
HH
OH OH
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11 プロスタサイクリン誘導体(CS－570)の分子構造 
２）薬物濃度測定 
水および 0.01M リン酸水溶液に塩酸を加えて pH を調整した水溶
液に、過剰量の CS－570 を加えて約 1 時間 25℃で浸透させた。0.2 
μm のミリポアフィルターを通したろ液の pH を測定した後、CS－
570 濃度を HPLC で測定した。HPLC 測定条件は以下の通りである。 
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 HPLC 条件 
１）定量法：内部標準法（内部標準：安息香酸イソブチル） 
２）日立 644A-11 
３）カラム ERCODS1171,3μm, 
6.0（内径）×200mm（長さ）：横浜理化 
  ４）移動相：メタノール：水：リン酸＝80：20：1 
  ５）流量：1.5 ml/min 
  ６）リテンションタイム：8.4 min、波長：210 nm 
 
３）臨界ミセル濃度 
 pH が 8.0 を越すと CS－570 の溶解度は、イオン体の濃度から予
測される値以上となることが認められた。これはミセル形成による
ためと考えられ、この現象を検討するため臨界ミセル濃度（CMC）
を求めた。種々の濃度の CS－570 水溶液を作成し、その pH が 8.0
になるようにHClとNaOHで調整した。その溶液の表面張力を 25℃、
Wilhelmy Slide method（島津製作所 ST－1 形）で測定した。表面
張力を CS－570 濃度に対してプロットしその変曲点から CMC を求
めた。 
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第２章 シリコンフィルムからの放出試験 
(1) シリコンフィルム 
 分配および透過測定にダウコーニング製の Silastic Sheet(厚さ
0.0125cm および 0.027cm)を使用した。 
 
(2)CS－570 のシリコン/水間の分配係数 
シリコンは疎水性であるため、シリコン中には CS－570 非イオン
体のみが分布すると考えられる。CS－570 非イオン体の水とシリコ
ンへの溶解度を求めることにより非イオン体のシリコン／水間の分
配係数を求めた。 
pH5.0、5.5、6.0、6.5 において、シリコンフィルムを 37℃、1 時
間インキュベーションした後、水溶液中の濃度とシリコン中の濃度
を測定した。シリコン中の CS－570 濃度はクロロホルムで抽出後、
pH7.4 の水溶液で再度抽出し、水溶液と同様に、前述の条件で HPLC
にて求めた。 
 
(3)透過試験による拡散定数の測定 
それぞれ 60 mlの容積をもつDonorおよびReceptor拡散セルを使
用した(24)。DonorとReceptorの間にダウコーニング社製のシリコン
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膜を挟み、Donor側の薬物濃度、pHを各種設定した。Receptorは
pH7.4 のリン酸バッファーを使用しシンクコンディションとした。
シリコン膜の面積は 3.00 cm2であり、厚さは 0.0125 cmとした。攪
拌は長さ 1.20 cmおよび直径 4.0 mmの攪拌バーを使用し 600 rpm
で行った。Receptor側の薬物濃度を前述の条件でHPLCにて測定し
た。 
 
 (4)CS－570 含有シリコンフィルムからの放出 
シリコンシート(膜厚 0.027 cm)を pH7.0 の CS－570 飽和溶液に 1
時間浸漬し、シリコン中に CS－570 を含浸させた。調製されたシリ
コンシートを拡散セルに装着し、CS－570 を所定時間溶出させた後、
シリコンフィルムを取り出して残存量を測定し、放出挙動を検討し
た。なお、CS－570 含浸前後のシリコン表面の変化について顕微鏡
観察と接触角測定により検討したが、変化はみられずシリコンの表
面は物理的に変化していないことを確認した。 
 
第３章  in situ での抗血栓性評価 
(1)AV シャント（体外循環回路）の作成 
塩化ビニル－シリコン－塩化ビニルの順に３本を繋げたカテー
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テルを用い、ラットの頚動脈(Arterio：A)から頚静脈(Venous：V)
に梅津、左内ら(25)が示した体外循環回路（AVシャント）を作成し
た（図 12）。A側の塩化ビニル－カテーテルの繋ぎ目に上記の方法
で調製したCS－570 含有シリコンフィルム（厚さ 0.027 cm、幅 0.8 
mm、長さ 6 cm）を図 12 に示したように挟んでAVシャント内を浮
遊させた。15 分後にAVシャントを外し、フィルター紙で血液を除
いた後、付着血栓重量を測定した。この実験方法は三共株式会社の
倫理委員会での承認を得て行われた。 
 
 
A V
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 12 AV シャントモデル 
 
 (2)AV シャント 15 分後のシリコン表面の観察 
(1) により得られたシートを以下の方法で処理し観察した。即ち、
2%のグルタルアルデヒド(0.1Mリン酸バッファーpH7.4)で付着し
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た血栓を 2 時間固定した。次に、8%ショ糖(0.1Mリン酸バッファー
pH7.4)にて洗浄した後、一晩浸漬した。その後 2%OsO4(0.1Mリン
酸バッファー)で再固定し、最後にエタノール系列で脱水後、風乾
した。金蒸着の後、電子顕微鏡(株)コムテック製CSM-501 を使用
し倍率 50 倍および 2000 倍で観察した。 
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英文 
Feasibility of a Prostacyclin Analogue Incorporated into Silicone as an Anti-thrombosis Material 
1. Introduction 
Prostacyclin (Prostaglandin I2), synthesized from arachidonic acid in the endothelium of blood 
vessels, is responsible for many biological effects (1). In the cardiovascular system, prostacyclin 
induces potent inhibition of platelet aggregation and vasodilation of blood vessels but the release 
of prostacyclin from the vessels is impaired when the endothelium is injured. Thus, it plays an 
important role in hemostasis and thrombosis(2). To date, however, its clinical use is limited because 
of its short half-life in vivo.  
To overcome this defect of prostacyclin, a number of analogues have been synthesized. The 
compound, 20-isopropylidene-17(R)-methyl-carbacyclin, is a stable prostacyclin analogue(3) and 
previous studies have shown that it is highly stable in aqueous solutions, ranging from pH6.5 to 
9.5, for a period of 16 weeks at 40°C. In addition, potent anti-aggregation, anti-thrombotic and 
cytoprotective effects have been shown in experimental animal studies (4).  
Prevention of coronary thrombosis caused by platelet aggregation is very important for the 
successful treatment of coronary heart diseases, including acute myocardial infarction and angina 
pectoris. Especially in heart attacks, anti-aggregation agents are essentially used to dissolve the 
thrombus. In addition, percutaneous coronary intervention (PCI) to enlarge the occluded coronary 
artery is also widely applied(5)-(8). Although PCI treatment can restore the occluded artery, the 
treatment often results in the formation of another thrombus or platelet aggregation as it applies 
unnatural forces to the blood vessels(9).  In such a case, attention must be paid to the possibility of 
cerebral infarction and pulmonary embolism.  Therefore, after balloon catheter treatment, a stent 
is usually retained in the restored part to prevent restenosis. Recently, it has been reported that  
restenosis can be inhibited more efficiently through suppression of cell proliferation by 
incorporating sirolumus in the stent(10)-(15) .  Drug-eluting stents are now commercially available 
worldwide.   
Also, making anti-thrombosis medical devices like cathethers by modifying their materials used 
has been attempted. Poly-2-metoxyethyl-acrylate (PMEA) is an anti-thrombosis material, and its 
hydrophilic nature suppresses the adsorption of proteins and adhesion of platelets and leucocytes. 
It has also been reported that the water in PMEA plays an important role in its anti-thrombosis 
characteristics(16). Chemically modified catheters containing heparin or urokinase are also 
marketed as anti-thrombosis medical devices(17). 
The discovery of a prostacyclin analogue with high stability and anti-aggregatory activity has 
led to attempts to assess its potential as an anti-thrombosis material.  When a drug eluting stent is 
prepared containing an anti-thrombosis material, it is expected that its sustained release will 
produce sustained platelet aggregation after PCI.   
In previous studies, this test compound was evaluated with regard to its ability to prevent 
disseminated intravascular coagulation (DIC) and for its anti-coagulant properties in hemodialysis 
when used as an intravenous formulation(3)(4). This is the first use of anti-thrombotic material 
involving this test compound. In this study, a silicone sheet incorporating the test compound was 
evaluated as an anti-thrombotic material. Silicone was selected because it has been investigated in 
many similar studies(18). In studies of a drug eluting stent with other compounds, only a clinical 
evaluation has been conducted. There is no information about drug diffusion from the device and 
no pharmacokinetics and pharmacodynamic evaluations.  
In this study, the release characteristics from silicone were examined in detail.  To determine 
the release rate, the aqueous solubility and pKa of the test compound were measured. The 
diffusion coefficient in silicone was obtained and the in vitro release profile was compared with 
the theoretical value. Finally, the ability of this silicone sheet with the incorporated test compound 
to prevent thrombus formation was assessed using an arterio-venous shunt animal model.  
2. Materials and Methods 
The prostacyclin analogue was synthesized in the Medicinal Chemistry Research Laboratories, 
Sankyo Co., Ltd. The molecular structure of the test compound (m.w.426.57) is shown in Figure 1. 
Silastic sheets (Dow Corning) of different thickness(0.027cm and 0.0125cm) were used after 
cutting into the appropriate size. All the other reagents were of analytical grade and used as 
received. 
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Fig. １ Molecular structure of the prostacyclin analogue 
 
1) Physico-chemical properties 
(1) Determination of the concentration 
Purified water and 0.01 M phosphate buffer of different acidic pHs values were prepared. An 
excess of the test compound was added to these solutions and they were incubated for 1 h at 
25.0°C.  After passing through a 0.2 μm Millipore filter, the pH was measured and the 
concentration was determined by HPLC. The HPLC conditions were as follows: 
Internal standard, isobutyl benzoate  
Column, ERC ODS 117 1,3μm, 6.0(internal diameter)×200mm(length):Yokohama Rika 
Mobile phase, methanol/water/phosphoric acid＝80:20:1 
Flow rate, 1.5mL/min 
Detection wavelength, 210 nm  
Retention time of the test compound, 8.4 min 
(2)Determination of pKa 
The pKa was determined from the relationship between the pH and solubility in aqueous 
solution.  In general, dissociation of a weak acid can be described as 
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      AH ⇄   A- ＋ H+         (1) 
        Ka ＝ [A-] [H+]／[AH]         (2) 
Where, [AH] and [A-] are the concentration of the unionized weak acid and its conjugate base, 
respectively, and Ka is the dissociation constant.  In a saturated solution, [AH] is the solubility of 
the unionized form, S0.  Assuming Ka is independent of the concentration, then  
Ka ＝ [A-][H+]／S0            (3) 
The total concentration S in the saturated solution is the sum of S0 and [A-].  Using equation (3),  
S ＝ S0 ＋ [A-] 
＝ S0 ＋ Ka S0／[H+]    (4) 
Transforming to logarithmic form, 
log (S/ S0－１) ＝ pH － pKa   (5) 
By plotting log（S/ S0－１）against pH, pKa can be determined as the intercept provided that the 
plot is linear with a slope of 1. 
(3)Determination of CMC 
In the case of a pH higher than 8.0, the solubility was higher than that predicted from equation 
(4). It is believed that this was due to micelle formation. The critical micelle concentration (cmc) 
was determined to evaluate the validity of the pKa determination from the solubility profile.  
Aqueous solutions of various concentrations at pH 8.0 were prepared using HCl and NaOH. 
The surface tension of each solution was measured at 25.0°C by a surface tensiometer using the 
Wilhelmy plate method（ST-1, Shimadzu, Tokyo）. In plotting the surface tension versus 
concentration, the concentration at the inflection point was taken as the cmc.  
 
2) Diffusion across the silicone sheet 
Because silicone is hydrophobic, it can be assumed that only the unionized form is distributed 
in the silicone sheet. The partition coefficient was determined from the concentrations in the 
silicone sheet and water that were in equilibrium. 
The partition coefficient, Pr, can be described by equation (6) with the concentration of the 
unionized form in silicone and water being described as Ssi and Sw(f), respectively. 
Pr ＝ Ssi / Sw(f)             (6) 
Similar to equation (4), the total concentration in water (Sw) can be described as the concentration 
of the unionized form (Sw(f)) and the ionized form as Sw = Sw(f) (1 + Ka/[H+]).  Therefore, 
equation (6) can be written as 
Pr  =  Ssi / { Sw / (1+Ka[H+]) }                 (7) 
At pH values of 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, the concentrations of this test compound in aqueous solution 
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(Sw) and the silicone sheet (Ssi) were determined at equilibrium by incubation for 1 h at 37.0°C. 
The concentration in the silicone sheet (Ssi) was determined by HPLC after sequential extraction 
using chloroform and a pH 7.4 aqueous solution.  
Diffusion cells were used with donor and receptor chambers each having a volume of 60 mL 
(19). After inserting the silicone sheet between the donor and receptor chambers, the concentration 
in the donor chamber was varied. In the receptor chamber, sink conditions in pH 7.4 phosphate 
buffer were maintained. The effective permeation area was 3.00 cm2 and the thickness of the sheet 
was 0.0125 cm. The concentration in the receptor solution was determined at predetermined times. 
The permeation flux through a film is expressed by equation (8). 
J ＝ DPaCd/l            (8) 
where D is the diffusion coefficient, Pa is the apparent partition coefficient given as the  
concentration of the unionized form in the silicone sheet and the total concentration in aqueous 
medium including both unionized and ionized forms, Cd is the difference between the 
concentration in the donor and receptor chambers, and l is the sheet thickness.  
Pa is given using Pr as 
Pa ＝ Pr/(１＋Ka/[H+])      (9) 
Combining equations (8) and (9), and converting to the logarithmic form, equation (10) is 
obtained 
log(J/Cd) ＝ log（DPr/ l） － log（１＋Ka/[H＋]）  (10) 
The diffusion coefficient D was determined by plotting equation (10). 
 
Silicone sheets (thickness 0.027 cm) were incubated in the saturated solution at pH7.0 for 1 h. 
During incubation, the test compound distributed into the silicone sheet.  After placing the 
prepared silicone sheet in the diffusion cell, the release was initiated. After a predetermined time, 
the silicone sheet was taken out and the concentration remaining was determined by the procedure 
described above. 
According to Higuchi(20), the percentage of drug remaining in a monolithic matrix is described  
as equation (11), as long as the drug concentration remains above 40% of the initial concentration.  
           R = 1 - 200 (Dt/πh2)1/2          (11)   
where R is the ratio remaining, D is the diffusion coefficient, t is time, and h is the thickness of 
the sheet.  Observed data were compared with the profile calculated by this equation. 
  
3)  In situ anti-thrombosis study of the silicone sheet 
The ability of the silicone film containing different concentrations of the test compound to 
prevent thrombus formation was assessed using an AV(arterio-venous) shunt model originally 
described by Umetsu and Sanai(21)with slight modifications. This experimentation was approved 
by the ethic committee of Sankyo Co., LTD.  Male rats (Wistar-Imamichi) weighing 330-380 g 
were anesthetized with thiobarbital sodium (100 mg/kg, i.p.).  The jugular vein and contralateral 
carotid artery were exposed and cannulated with thicker silicone tubes. A piece of the silicone film 
sample (6.0 x 0.080 x 0.027 cm) was attached to the inside of a thinner silicone tube as shown in 
Figure 2.  After filling the tube with saline, it was connected between the two thicker cannulae 
inserted into the vein and the artery and blood was allowed to flow through the shunt. After 15 
min blood circulation, the thinner tube was removed and the silicone film was sampled. After 
removing the adhereing blood with filter paper, the silicone film with the thrombus was accurately 
weighed.  The wet weight of the thrombus formed on the film was obtained by subtracting the 
weight of an intact slip of identical size. 
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Figure 2 Arterio-venous (AV) shunt model in rats 
 
The silicone films obtained from the AV shunt as described above were processed as described 
below and examined under a scanning electron microscope. The sheets were fixed in 2% 
glutaraldehyde in 0.1M PBS at pH7.4 for 2 h and rinsed with 8% sucrose in PBS, and then 
immersed in the PBS solution overnight. Each film was postfixed in 2% osmium tetraoxide in 
PBS and dehydrated in graded ethanol. Sheets were dried by the critical point method using CO2, 
sputter-coated with gold, and examined with a scanning electron microscope (S-4000 Hitachi, 
Tokyo). 
3. Results and Discussion 
1) Solubility and pKa of the prostacyclin analogue 
In order to avoid the effect of salt on the solubility, a phosphate buffer solution of which 
concentration was less than 0.05M was used. The compound was not completely stable in solution, 
therefore, only a 1 h incubation was used for the determination of solubility. Figure 3 shows the 
logarithm plots of the solubility in water and in 0.05M phosphoric acid buffer versus pH. From the 
solubility in pH 3.0, where ionization is negligible, the solubility (S0) of the unionized rostacyclin 
analogue was determined to be as 4.33 μg/mL（1.02×10-5 M）. 
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Figure 3  Plot of solubility versus pH 
 
Figure 4 shows the plots of log(S/So – 1) versus pH according to equation 5. The slope was 
calculated as 0.938 which was close to unity, and from log(S/So – 1) at pH = 0, the pKa was 
determined to be 4.64（Ka=2.29×10-5 M）. 
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Figure 4 Plot of log(S/So-1) versus pH 
 
At pH value above 8, the apparent solubility was higher than the predicted value from S0 and 
pKa. The molecule has both the hydrophobic and hydrophilic sites and, therefore, it could be that 
micelle formation occured. Figure 5 shows the changes in surface tension of the aqueous 
solutions as a function of the concentration at pH 8.0.   
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Figure 5 Surface tension of the prostacyclin analogue in aqueous solution at 25.0°C. 
 
From the inflection point in the curve, the cmc was determined to be 1.17×10-3 M (500 μg/mL). 
By substitution of the following values in equation 4, it was estimated that the value (1.17×10-3 M) 
is the same as the total solubility S at pH 6.7. 
   cmc    ＝ 1.17×10-3 M 
   Ka   ＝ 2.29×10-5 M 
   So   ＝ 1.02×10-5 M (4.33 μg/ mL) 
As the solubility below pH6.7 was lower than the cmc, the determination of pKa from the 
solubility profile below pH 6.7 was valid . 
 
2) Release of the prostacyclin analogue from the silicone sheet  
After equilibration of the partition in silicone under pH conditions from 5.7 to 7.0, the 
concentrations of the test compound in water and silicone sheet were determined.  
Using equation 7, the partition coefficient was calculated and plotted versus S0 at each pH value  
(Figure 6).  The partition coefficient was determined as approximately 200 irrespective of the  
unionized concentration. As the solubility of the unionized form in water was 4.33 μg/mL, 866  
μg/g of the test compound was contained in the silicone sheet. It was known that the test 
compound in the sheet was stable for one  
 
 
 
 
 44
week at 25°C (data not shown), and its degradation mechanism involved hydrolysis. 
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Figure 6    Ssi/Sw and Ssi/Sw(f) (Partition coefficient) of the prostacyclin analogue   
in silicone/water. Each point represents the mean ± SE (n=4). 
 
Under different pH conditions and concentrations in the donor chamber, the concentration 
profiles in the receptor chamber were monitored with time (Figure 7, Table 1). From the slope of 
each line, the flux J was obtained. It was found that the flux was not influenced by the total 
concentration, but by the concentration of the unionized form (Figure 8). This suggests that only 
the unionized form is able to permeate the silicone sheet.  
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Figure７ Time-course of change of concentration in receptor cells（symbol legend shown in 
Table1） 
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Table1 Flux and other parameters under different conditions 
    
Donor conc. 
(μg/mL) No symbol 
Sw＝Cd Sw(f) 
pH
Log（1＋Ka/[H+]）
 
J 
(μg/cm2ｈ） J/Cd (cm/h) 
log(J/Cd)
 
1 ♦ 9.1  1.16 5.5 0.916  0.246 0.027 -1.57  
2 □ 6.18 0.26 6 1.378  0.102 0.0165 -1.78  
3 ▪ 8.54 0.36 6 1.378  0.068 0.008 -2.10  
4 × 9.19 0.59 5.8 1.189  0.080 0.0087 -2.06  
5 ▲ 47.3 0.51 6.6 1.965  0.176 0.0037 -2.43  
6 ＊ 52.7 1.77 6.1 1.475  0.402 0.0076 -2.12  
7 ● 485 4.19 6.7 2.064  0.654 0.0013 -2.87  
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Figure 8  Plots of the prostacyclin analogue total concentration(Cd=Sw) and the unionized form 
concentration(Sw(f)) versus flux(J) R: Relative coefficient 
 
To calculate the permeability coefficient from the time-profile of permeation under different 
conditions, a plot of log (J/Cd) versus log (１＋Ka/[H+]) was performed according to the 
equation10 (Figure 9).  A straight line with a slope of -0.954 was obtained and the intercept was 
-0.72. Therefore, DPr/l was determined as 0.191, and as l ＝0.0125 cm and Pr = 200, the diffusion 
coefficient (D) of the test compound was determined as 3.32×10-9cm2/s, which was in the same 
range as that of similar compounds(22).                
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Figure 9 Plot of log（J/Cd）versus log(1+Ka/H+) 
 
Based on these results, the release study involving a silicone sheet containing 600 μg/g of the 
test compound was conducted.  Figure 10 shows the time-profile of the test compound remaining 
(as a percentage of the initial amount) in the silicone sheet during the release test into water.  
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Figure 10 Profile of the remaining amount in the silicone sheet. 
 
After 1 day, more than 30％ of the initial amount remained. Using the diffusion coefficient and 
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Each point represents the mean ± SE (n=3). 
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eet thickness, the remaining ratio was calculated from equation 11 and shown as a solid line in 
gure 10. After 8 and 24 hours, the remaining ratio was 47% and 36% and the calculated ratio 
was 59% and 29%, respectively. Therefore, the elimination pattern from the silicone sheet was in a 
little fit with the diffusion controlled process. The samples were prepared by an incubation process 
in which the drug was incorporated into the silicone sheet from aqueous solution. It may be that 
the drug was distributed unequally due to the incubation process and, hence, the elimination rate 
obtained may be different from the calculated rate.  
  
3) Anti-thrombosis in situ study  
Th
assessed in a rat AV-shunt model
unt. This condition was so severe that thrombus formation occurred quickly on the intact 
silicone slips. After 15 min of circulation of blood through the shunt, the wet weight of the 
thrombus formed on the control silicone film which did not contain the compound was found to be 
35.5 ± 1.7 mg (mean ± SE, n=11). Figure 11 illustrates the anti-thrombosis activity resulting from 
incorporation of the test compound in the silicone film. The thrombus weight was reduced in a 
concentration-dependent manner, and statistically significant (p < 0.01) inhibition was observed 
over the concentration range of 70 - 600 µg/g concentration. 
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F bosis activity of silicone films containing the prostacyclin an
A
control.(Dunnett’s test) 
 
Many factors are invo
lls and fibrin adhere to form the thrombus. Among anti-thrombosis agents used, heparin inhibits 
the process of coagulation, urokinase dissolves the thrombus, and prostacyclin inhibits platelet 
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ig n of AV 
The IC ue of the test compound on ADP(adenosine di-phosphate)-induced platelet 
aggregation in human has been reported to be 14 ng/mL(4). As the distribution coefficient between 
si
aggregation. It should be noted that prostacyclin inhibits the first stage of thrombus formation and 
the effect occurs even at very low doses. Therefore, this compound is suitable for the preparation 
of a drug-combined anti-thrombosis material (3)(4) . 
The relationship between the surface characteristics and the stimulation of coagulation in 
relation to complement/platelet systems has been di
rfaces, coagulation and complement systems are stimulated easily. In contrast on hydrophobic 
surfaces, the platelet system is stimulated but there is little stimulation of coagulation and 
complement systems. Therefore, the application of the prostacyclin analogue as an anti-platelet 
agent incorporated into the hydrophobic silicone material is a reasonable approach for 
development of an anti-thrombosis material.. 
Scanning electron photomicrographs of the silicone films are shown in Figure 12. On the film 
containing the test compound, adhesion of blo
was found that clumps of adhereing blood cells were scattered over the intact surface of the film 
and these mainly consisted of platelets.  On the control film, a large number of thrombi of 
various sizes adhered to the film surface. The thrombi were composed not just of platelets but also 
of erythrocytes and even a fibrin meshwork. 
 
 
 
600μg/g 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F ure 12 Electron microscopic observation of the surface of the silicone film after 15 mi
shunt 
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licone and water is 200 in the case of silicone containing 70 μg/g of the compound, the 
unionized test compound concentration in the vicinity of the silicone surface at partition 
equilibrium was estimated to be 0.35 μg/mL and ionized form concentration should be 100 times 
control
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The diffusion coefficient of the prostacyclin analogue in silicone was determined as 3.32×10-9 
 diffusion cell study.  An in vitro release study of the compound showed a 
su
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 sodium, an orally active prostaglandin I2 Analogue. J.A.C.C.,2003, 
7®-methyl-20-isopropylidenecarbacyclin in the arteriole of the hamster cheek 
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higher than that at pH 7.  In reality,  as the release was slow and diffusion into the bulk medium 
occurs, it was hard to estimate the exact concentration.  It was found that a silicone sheet 
containg 600 μg/g could retain 50 μg/g of the test compound after one week according to the 
release study. Therefore this material would be expected to retain its anti-thrombosis effects for up 
to about one week.  During PCI treatment, accidents such as stroke or pulmonary embolism 
based on platelet aggregation occur in the early stage after treatment, therefore, this continuous 
effect would be enough to prevent such accidents. 
 
4. Conclusion 
cm2/s from the
stained release profile where about one third of the initial amount was retained after 1 day. 
The mass of thrombus after exposure in the arterio-venous shunt was reduced significantly if the 
concentration in the sheet was over 70 μg/g. In future studies, the anti-thrombosis properties of the 
prostacyclin analogue incorporated in silicone material will be evaluated. 
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